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С использованием МТТ-теста установлены изменения жизнеспособности и метаболической активности
монослойной клеточной линии CHO при воздействии экстрактов бессмертника песчаного, кукурузы ан-
тоциановой формы и аврана лекарственного. Использование всех изученных экстрактов в концентрации
от 50 до 250 мкг/мл приводило к увеличению количества жизнеспособных клеток (до 86.0 ± 8.2%) и сти-
мулировало их метаболическую активность (до 196.1 ± 8.8%). Применение экстрактов в концентрации от
500 до 2000 мкг/мл приводило к уменьшению количества жизнеспособных клеток (до полной гибели кле-
ток) и угнетению метаболической активности (до 13.4 ± 11.3%). Изученные растительные экстракты бес-
смертника песчаного, антоциановой формы кукурузы обыкновенной и аврана лекарственного проявляли
различное воздействие на здоровые клетки в зависимости от применяемой концентрации.
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Культуры клеток широко применяются в различ-
ных областях биологических и медицинских наук.
Они являются моделью для исследования воздей-
ствия различных факторов среды: поллютантов, ле-
карственных препаратов и т.д. (Davis et al., 2001;
Manayi et al., 2018; Rosen et al., 2018; Upadhyay, Palm-
berg, 2018; Yong et al., 2020). Клеточные культуры иг-
рают важную роль при тестировании биологически
активных веществ, позволяя не только изучить про-
исходящие под их влиянием изменения на клеточ-
ном уровне, но и предположить общеорганизмен-
ную реакцию (Прилепский и др., 2019). Определе-
ние токсичности и цитотоксичности лекарственных
препаратов, их отдельных компонентов или иных
соединений, обладающих возможной биологиче-
ской активностью, являeтся неотъемлемой частью
доклинических исследований (Романова, Додонова,
2016). Клеточная линия СНО (клетки яичника ки-
тайского хомячка) является наиболее изученным и
стандартным объектом в фармакологии и токсико-
логии. Областью применения линии является генети-
ка соматических клеток, клеточная биология, вирусо-
логия (Александрова и др., 2015; Стефанова и др.,
2015). Для определения цитотоксичности лекар-
ственных препаратов существуют различные мето-

ды: во-первых, основанные на прямом подсчете кле-
ток и колоний, во-вторых, связанные с оценкой це-
лостности плазматической мембраны, в-третьих,
основанные на оценке синтеза ДНК, а также методы,
представляющие собой определение метаболической
активности клеток, включая МТТ-тест (Аникина и др.,
2014; Иксанова и др., 2016). МТТ-тест является стан-
дартным методом определения цитотоксичности ве-
ществ в скрининговых исследованиях новых соеди-
нений, фармакологических препаратов, обладает
хорошей воспроизводимостью, достаточно быстрый
и относительно дешевый. Метод основан на измере-
нии оптической плотности: о цитотоксическом дей-
ствии вещества на клетки говорит уменьшение оп-
тической плотности экспериментальных проб по
сравнению с контрольными пробами (Яковлев и др.,
2020). Таким образом, МТТ-тест является подходя-
щим методом для исследования цитотоксичности
самых разнообразных веществ.

В настоящее время перспективно изучение био-
логических эффектов флавоноидов, как веществ,
обладающих широким спектром действия, низкой
токсичностью, небольшим количеством побочных
эффектов (Куркин, 2007). Несмотря на эти преимуще-
ства, препараты, содержащие флавоноиды, до сих пор
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используются недостаточно широко (Андреева, Ка-
линкина, 2000; Ефимов и др., 2004; Анисимова и др.,
2010). Бессмертник песчаный, авран лекарственный
и антоциановая форма кукурузы содержат флавоно-
иды различных классов и обладают установленной
антимикробной, противовоспалительной, противо-
туберкулезной и др. активностью (Купчак и др.,
1995; Машурчак и др., 2009; Navolokin et al., 2012;
Наволокин  и др., 2013; Полуконова и др., 2013). Сле-
дует отметить, что среди использованного для полу-
чения экстрактов сырья, в официальной медицине
применяются только цветки бессмертника песчано-
го. Антоциановая форма кукурузы создана для полу-
чения природного красителя, пригодного в пищевой
промышленности. Трава аврана лекарственного
ядовита за счет содержания гликозидов и алкалои-
дов, поэтому использовалась только в народной
медицине. Из трех видов лекарственных растений
наиболее изучен и включен в Государственную фар-
макопею РФ (XIV издание) бессмертник, относи-
тельно двух других видов в настоящее время идет на-
копление данных о биологической активности. В
этой связи необходимо отметить данные о цитоток-
сической и цитостатической активности экстракта
аврана лекарственного в отношении линии опухоле-
вых клеток и линии SPEV, которую чаще используют в
вирусологических исследованиях (Polukonova et al.,
2018). В указанном исследовании в тесте “живые–
мертвые” была выявлена нелинейная зависимость
между средним количеством клеток линии SPEV и
значением концентрации экстракта аврана лекар-
ственного. Для установления степени безопасности
и возможного избирательного действия экстрактов
бессмертника песчаного, антоциановой формы ку-
курузы и аврана лекарственного является целесооб-
разным исследование их цитотоксичности на линии
высокочувствительных клеток.

Цель работы: выявление и сравнительный анализ
метаболической активности и выживаемости моно-
слойной клеточной линии CHO при воздействии
экстрактов бессмертника песчаного, кукурузы анто-
циановой формы и аврана лекарственного с помо-
щью МТТ-теста и с помощью окрашивания Hoechst
33342 и пропидий йодидом.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Культивирование клеток. В работе использованы

клетки яичников китайского хомячка Cricetulus gri-
seus (CHO-K1), предоставленные сотрудниками ла-
боратории нанобиотехнологии Института биохимии
и физиологии растений и микроорганизмов РАН
(ИБФРМ РАН). Оценку цитотоксичности расти-
тельных экстрактов проводили на базе Центра кол-
лективного пользования “СИМБИОЗ” ИБФРМ
РАН. Клетки CHO-K1 (7 пассаж) культивировали
при 37°С, 5% СО2 в питательной среде ДМЕМ, со-
держащей 2 мМ L-глутамина (Capricorn Scientific,
Германия), с добавлением 10%-ной эмбриональной

телячьей сыворотки (Capricorn Scientific, Германия),
1000 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомици-
на (Capricorn Scientific, Германия).

Использованные экстракты. Для приготовления
экстрактов использовали цветки бессмертника пес-
чаного (АО “Красногорсклексредства”), траву авра-
на лекарственного (собрана в Саратовской обл.),
оберточные листья початков антоциановой формы
кукурузы обыкновенной (предоставлено сотрудни-
ками кафедры генетики ФГБОУ ВО “Саратовский
национальный исследовательский государственный
университет им. Н.Г. Чернышевского”). Флавоно-
идсодержащие водные растворы сухих спиртовых
экстрактов приготовлены согласно методике, опи-
санной в Патенте на изобретение № 2482863: “Спо-
соб получения сухого экстракта из растительного
сырья, обладающего биологической активностью”
(Полуконова и др., 2012). Способ включает измель-
чение сырья, экстракцию 96%-ным спиртом на во-
дяной бане, выпаривание экстракта, добавление
хлороформа, удаление хлороформа, отделение вод-
ной фазы и высушивания при определенных услови-
ях. Экстракт бессмертника песчаного содержит сле-
дующие флавоноиды: нарингин и его растворимый
агрегат, прунин, кверцетин, апигенин и наринге-
нин, а также 5-О-глюкозид апигенина и изосалипур-
позид (Гринёв и др., 2015). Экстракт кукурузы антоци-
ановой формы, полученный предлагаемым способом,
содержит большое количество веществ полифеноль-
ной природы, включая кверцетин (Kanevskii et al.,
2020). Экстракт аврана лекарственного содержит раз-
личные фенольные соединения, моносахариды, ор-
ганические кислоты и один из флавоноидов – квер-
цетин (Полуконова и др., 2013). Исследуемые экс-
тракты содержат флавоноиды, но различаются по
составу. В исследовании сравнивали действие всей
биологически активной композиции на клеточную
линию СНО, так как нередко комплекс веществ ока-
зывает большее воздействие, чем отдельное веще-
ство. Все экстракты перед использованием стандар-
тизировали по сумме флавоноидов.

Для оценки влияния на метаболическую актив-
ность клеток экстракты использовали в концентра-
циях, полученных методом двухкратных разведе-
ний, в диапазоне от 15.6 до 2000 мкг/мл. Всего было
исследовано восемь концентраций каждого из изу-
чаемых экстрактов. В экспериментах по оценке вли-
яния на жизнеспособность клеток экстракты исполь-
зовали в трех концентрациях, которые были выбраны
по результатам МТТ-теста (7.81, 31.3 и 500 мкг/мл для
экстрактов бессмертника и аврана и 1.95, 62.5,
1000 мкг/мл для экстракта кукурузы).

МТТ-тест. Оценку метаболической активности
клеток определяли в МТТ-тесте по способности вос-
станавливать нитротетразолевый синий ([3-(4.5-di-
methylthiazol-2yl)]-2.5 diphenyltetrazoliumbromide) до
формазана по общепринятому методу (Bernas, Do-
brucki, 2000). Клетки CHO-K1 культивировали в
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стандартных 96-луночных планшетах, по достиже-
нии клеточного монослоя 70–90% удаляли старую
питательную среду и вносили новую, содержащую
исследуемые экстракты. Через 24 ч удаляли старую
питательную среду и вносили раствор нитротетразо-
лиевого синего (Thermo Scientific, США) (0.5 мг на
100 мл 0.01 М забуференного физиологического рас-
твора, pH 7.4 (БиолоТ, Россия)), культивировали 1 ч.
Содержимое лунок удаляли и вносили ДМСО (Ther-
mo Scientific, США). Далее измеряли оптическую
плотность лунок на планшетном спектрофотометре
Spark 10M (Tecan Group Ltd., Швейцария) при длине
волны 540 нм, с вычетом результатов измерения при
630 нм.

Идентификацию живых и мертвых клеток прово-
дили с помощью окрашивания бисбензимидом
(Hoechst 33342) и пропидий йодидом, сочетание
этих красителей позволяет визуализировать живые и
мертвые клетки (Böhmer, 1978; Loken at al., 1978). В
лунки 6-луночного планшета вносили клетки CHO-
K1, по достижении клеточного монослоя 70–90%
удаляли старую питательную среду и вносили но-
вую, содержащую исследуемые препараты. Через
24 ч удаляли старую питательную среду и вносили
свежую, содержащую 1 мкг/мл Hoechst 33342 (Ther-
mo Scientific, США) и 30 мкM пропидий йодида
(Thermo Scientific, США). Через 20 мин промывали в
питательной среде ДМЕМ и проводили флуорес-
центную микроскопию на инвертированном флуо-
ресцентном микроскопе Leica DMI 3000B (Leica,
Германия) при увеличении объектива ×20. Прово-
дили подсчет общего количества клеток и количе-
ства мертвых клеток в 10 полях зрения в каждой лун-
ке (не менее 2000 клеток). Ядра всех клеток, окра-
шенные бисбензимидом, флуоресцировали синим
цветом, ядра мертвых клеток флуоресцировали
красным цветом.

Каждый эксперимент повторяли три раза, под-
счет клеток для каждой экспериментальной группы
проводили в 10 лунках планшета для культивирования.

Статистическую обработку результатов проводили
с помощью MS Excel 2010. Данные представлены в
форме среднеарифметических значений измерен-
ных величин и их доверительных интервалов при
уровне значимости 95%. Оценку достоверности раз-
личий между группами проводили с помощью t-кри-
терия Стьюдента (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате исследования определена метаболи-

ческая активность клеток в контроле и при действии
экстрактов в разных концентрациях. Согласно ре-
зультатам МТТ-теста, экстракт бессмертника песча-
ного в концентрации 31.3 мкг/мл активирует мета-
болическую активность до 157.7 ± 33.4% (p = 0.02)
относительно контрольной группы. Угнетение мета-
болической активности отмечается при использова-
нии концентрации 500 мкг/мл и более (рис. 1).

Экстракт антоциановой формы кукурузы обык-
новенной в концентрации 62.5 мкг/мл активирует
метаболическую активность до 158.1 ± 28.8% (p =
= 0.001) относительно контрольной группы. Угнете-
ние метаболической активности отмечается только
при использовании концентрации 1000 мкг/мл и бо-
лее (рис. 2).

Экстракт аврана лекарственного в концентрации
31.3 мкг/мл активирует метаболическую активность
до 196.1 ± 8.8% (p = 0.001) относительно контрольной
группы. Угнетение метаболической активности отме-
чается при использовании концентрации 500 мкг/мл и
более (рис. 3).

В результате оценки количества живых и мертвых
клеток установлено, что все изученные экстракты в
высоких концентрациях оказывают угнетающее дей-
ствие на клеточную культуру. Экстракты бессмертника
песчаного и аврана лекарственного в концентрации
500 мкг/мл снижали количество живых клеток отно-
сительно контрольной группы, а экстракт антоциа-
новой формы кукурузы имел аналогичный эффект в
концентрации 1000 мкг/мл. Все исследованные экс-

Рис. 1. Изменение метаболической активности клеток
CHO при действии экстракта бессмертника. * отмечены
достоверные изменения показателя по сравнению с кон-
тролем (p < 0.05).
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Рис. 2. Изменение метаболической активности клеток
CHO при действии экстракта кукурузы. * отмечены до-
стоверные изменения показателя по сравнению с кон-
тролем (p < 0.05).
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тракты в концентрации 2000 мкг/мл вызывали ги-
бель 100% клеток и живые клетки в культуре не обна-
руживали. Сохраняющуюся при этом метаболиче-
скую активность клеток (по результатам МТТ-теста)
можно объяснить сохранением активности клеточ-
ных ферментов в гибнущих клетках в течение неко-
торого времени после нарушения целостности их
плазматической мембраны. При использовании в
меньших концентрациях экстракты не оказывали
достоверного влияния на количество живых клеток
(табл. 1).

Полученные данные наглядно демонстрируют
дозозависимое воздействие всех исследованных экс-
трактов. При этом наблюдаются различия в дей-

ствии экстрактов в зависимости от используемого
сырья. Экстракты аврана и бессмертника в концентра-
ции 31.3 мкг/мл увеличивают метаболическую актив-
ность клеток, в то время как экстракт кукурузы имеет
такой эффект, начиная с концентрации 62.5 мкг/мл.
Угнетение метаболической активности клеток под
действием экстракта бессмертника и аврана происхо-
дит при применении их в концентрации 500 мкг/мл и
более, а кукурузы –1000 мкг/мл и более.

Несмотря на эти различия можно говорить об об-
щей тенденции действия на клетки всех изученных
экстрактов: усиление метаболической активности
клеток начинает выявляться при использовании
средних концентраций (31.3 и 62.5 мкг/мл). Этот эф-
фект постепенно возрастает по мере возрастания
концентрации экстракта, а затем при достижении вы-
соких концентраций (от 500 до 2000 мкг/мл) сменяется
угнетением метаболической активности клеток.

Аналогичные результаты получены при иденти-
фикации живых и мертвых клеток. Все изученные
экстракты в высоких концентрациях (от 500 мкг/мл
до 1000 мкг/мл) снижали количество живых клеток.
Интересно, что при использовании экстракта аврана
лекарственного в концентрации 31.3 мкг/мл отмеча-
лась тенденция к снижению доли живых клеток, не-
смотря на одновременное значительное увеличение
их метаболической активности. Также можно отме-
тить резкое снижение метаболической активности
клеток (не только по сравнению с контролем, но и с
другими использованными экстрактами) при дей-
ствии экстракта аврана в высокой концентрации
(500 мкг/мл).

ОБСУЖДЕНИЕ

Растения издавна служат источниками биологи-
чески активных веществ: флавоноидов, полисахари-
дов, кумаринов и многих других. Многие растения
используют в официальной медицине для изготов-
ления лекарственных препаратов. Но среди приме-
няемых человеком растений есть и ядовитые (Кур-

Рис. 3. Изменение метаболической активности клеток CHO при действии экстракта аврана. * – Достоверные изменения по-
казателя по сравнению с контролем (p < 0.05).
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Таблица 1. Количество живых клеток в культуре при дей-
ствии экстрактов в разных концентрациях

Экстракт Концентрация, 
мкг/мл

Количество живых 
клеток, %

Контроль 0 81.4 ± 9.1

0 81.4 ± 4.3

0 81.4 ± 8.5

Бессмертник 
песчаный

7.81 84.3 ± 9.8

31.3 83.2 ± 5.1

500 61.9 ± 8.1

Антоциановая 
форма кукурузы

1.95 86 ± 8.2

62.5 85.9 ± 6.2

1000 66.4 ± 7.1

Авран лекар-
ственный

7.81 81.9 ± 8.5

31.3 75.8 ±5.8

500 58.9 ± 5.9
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кин, и др., 2007). Так, используемая в нашем экспе-
рименте трава аврана лекарственного содержит
алкалоиды, в связи с чем был применен новый метод
экстракции для удаления ядовитых компонентов и
получения обогащенной флавоноидами фитоком-
позиции с низкой токсичностью (Полуконова и др.,
2012).

К настоящему времени показана цитотоксиче-
ская активность экстракта аврана лекарственного по
отношению к клеткам карциномы почки человека
А498 и клеткам рака шейки матки HeLa (Полуконо-
ва, 2019). Цитотоксичность по отношению к опухо-
левым клеткам характерна и для экстрактов, получа-
емых из растений других видов. Определена цито-
токсическая активность экстрактов, полученных из
растений ашваганды и астрагала в условиях in vitro
по отношению к клеткам HeLa (Калашникова и др.,
2019). Показано угнетающее действие по отноше-
нию к культуре клеток аденокарциномы легких че-
ловека А549 экстрактов ряда лекарственных расте-
ний семейства Agavaceae (Asparagaceae) (Камалова и
др., 2019). Фитопрепарат на основе Vitex agnus-castus
оказывал цитотоксическое действие в отношении
клеток рака молочной железы, карциномы желудка
(КАТО-III), рака ободочной кишки (COLO 201), ра-
ка легкого (Lu-134-AH), промиелолейкоза HL-60,
клеток гиперплазии предстательной железы и рака
простаты (BPH-1, LNCaP, PC-3) (Торшин, 2015). Та-
ким образом, растительные извлечения могут стать
потенциальными ингибиторами деления клеток
опухолей.

Одновременно при выборе перспективных для
применения биологически активных соединений
необходимо использовать вещества, наименее ток-
сичные для здоровых клеток. Клеточная линия СНО
является модельным объектом нормальной ткани
организма. Еще в 1999 г. с использованием этой кле-
точной линии установлена цитотоксичность водно-
го экстракта Phyllanthus orbicularis, используемого в
традиционной кубинской медицине (Sànchez-La-
mar, 1999). Определено цитотоксическое действие
экстрактов Juniperus sabina, Zataria multiflora, Taxus
baccata как на клеточную линию СНО, так и на опу-
холевые клетки (Shokrzadeh, 2010).

Помимо оценки безопасности исследуемых ве-
ществ актуально изучение их потенциальных защит-
ных свойств. Так, с помощью МТТ-теста было уста-
новлено, что экстракт цветков Ixora coccinea вызывает
снижение цитотоксичности мышьяка в эксперименте
с клеточной линией СНО (Salmataj et al., 2018).

Сравнивая результаты, полученные нами с помо-
щью МТТ-теста и при оценке доли живых и мертвых
клеток, можно сделать следующие выводы. Во-пер-
вых, клеточная культура СНО проявляет различную
чувствительность к изученным экстрактам бес-
смертника песчаного, кукурузы антоциановой фор-
мы и аврана лекарственного. Во-вторых, только для
экстракта бессмертника песчаного была обнаружена

линейная зависимость между используемой концен-
трацией и метаболической активностью клеток, а
также количеством живых клеток в культуре. В связи
с этим использование двух других экстрактов требу-
ет более тщательного подбора безопасных концен-
траций. Можно предположить, что разница в полу-
ченных результатах связана с различным качествен-
ным и количественным содержанием веществ в
экстрактах: получаемые запатентованным методом
биологически активные композиции обладают мно-
гокомпонентным составом и содержат не только
флавоноиды, но и другие соединения.

Согласно полученным нами результатам, экс-
тракты бессмертника песчаного, антоциановой
формы кукурузы и аврана лекарственного в относи-
тельно низких концентрациях (от 30 до 500 мкг/мл)
не являются цитотоксичными. Следовательно, в
дальнейших исследованиях различных аспектов их
биологической активности на клеточном уровне
можно рекомендовать использование экстрактов в
указанном диапазоне концентраций.
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Comparative Analysis of the Cytotoxic Effect of Flavonoid-Containing Plant Extracts 
on the CHO Cell Line

M. N. Kurchatovaa, *, A. C. Fominb, A. A. Shirokova, b, and N. A. Durnovaa

aRazumovsky Saratov State Medical University, Saratov, 410012 Russia
bInstitute of Biochemistry and Physiology of Plants and Microorganisms, Russian Academy of Sciences, Saratov, 410049 Russia

*e-mail: kurchatova.marya@yandex.ru

Using the MTT test, different viability and metabolic activity of the multi-layered CHO cell line was established
when exposed to extracts of Helichrysum arenarium (L.) Moench, Gratiola officinalis L., Zea mays L. The use of ex-
tracts in concentrations from 50 to 250 μg/ml resulted in an increase in the number of viable cells (up to 86.0 ± 8.2%)
and stimulated their metabolic activity (up to 196.1 ± 8.8%). The use of extracts in concentrations from 500 to
2000 μg/ml resulted in a decrease in the number of viable cells (up to complete cell death) and inhibition of meta-
bolic activity (up to 13.4 ± 11.3%). The studied plant extracts of Helichrysum arenarium, anthocyanin form of Zea
mays and Gratiola officinalis showed different effects on healthy cells, depending on the concentration used.

Keywords: CHO, cytotoxicity, MTT test, Helichrysum arenarium (L.) Moench, Gratiola officinalis L., Zea mays L.
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